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©MILIEU DE CULTURE POUR LA MISE EN EVIDENCE DES BACTERIES E. COLI ENTEROHEMORRAGIQUES 
ET PROCEDE POUR SA MISE EN EVIDENCE. 

feT) L'invention concerne un mitieu de culture pour la mise 
eTTevidence des bacteries E. coli enterohemorragiques. en 
particulier des serotypes 0157 et/ou 01 1, comprenant un 
compose chromogene substrat de I'enzyme «- 
galactosidase. 

L'invention concerne egalement un precede pour la mise 
en evidence de E colt enterohemorragiques dans un prele- 
vement. 
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La presente invention concerne un nouveau milieu d'isolemeni et 
d'identification des bacteries £ Co// Ol 57 et/ou Ol 1. et un procede pour leur 
mise en evidence. 

Escherichi coli enterohemorragiquc (EHEC). en particulier le 
serotype 0157. a ete a I'origine de la plupart des cas d'intoxications 
alimentaires aux Etats-Unis, au Canada et en Europe. En Amerique du Nord, la 
viande de boeuf (crue notamment). les produits a base de boeuf, le laic cru, 
ont ete impliques dans ces epidemies. 

Les caracteristiques de virulence de ce germe, identiques a celles 
des £ coli enteropathogenes et des £ coli veroioxinogenes font de ce germe 
un probleme majeur de sante publique. En effet, il provoque des colites 
hemorragiques caracterisees par des diarrhees sanguinolentes, symptomes 
pouvant evoluer vers des complications renales tres graves (syndrome 
uremique hemolytique), 

Les recherches s'orientent done, ces dernieres annees, vers la 
detection rapide des souches EHEC dans les produits alimentaires (FDA, 8th 
edition, 1995 - Bolton et al.. 1995). et plus particulierement vers une detection 
specifique du serotype 0157. 

Les milieux d*isolement de Tart anterieur sont : 

- en particulier des milieux peu selectifs, tels que le milieu MacConkey au 
sorbitol et examen de loutes les bacteries gram negatives, sorbitol 
negatives, 

- on a parfois ajoute des antibiotiques avec un succes limite car on peut 
obtenir une inhibition de la croissance des £ coli 0157 recherches, 

- on a parfois ajoute un compose fluorogene ou chromogene permettant 
d'eliminer les colonies de bacteries possedant une p-glucuronidase 
(essentiellement des £ coli typiques). 

La plupart des souches d* Escherichia coli 0157 isolees d'epidemies 
ne fermente pas le sorbitol en 24 heures, n*a pas d'activite p-glucuronidase et 
ne se developpe pas a 45,5°C. Aussi, beaucoup de methodes de screening des 
souches EHEC d'echantillons cliniques ou alimentaires utilisent le sorbitol 
MacConkey agar (SMAC) comme milieu d*isolement primaire. 

Les colonies suspectcs sorbitol-negatif soni cnsuite confirmees 
comme Escherichia coli 0157 par tests biochimiques et serologiques. 

Parmi les autres milieux les plus courammeni utilises citons : 
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-* CT-SMAC : milieu derive du SMAC, contenant deux inhibiteurs (cefixime et 
tellurite de potassium) le rcndant plus selectif. En effet, ces composes 
inhibent de nombreuses bacteries ne fermeniant pas le sorbitol, lelles 
que Proteus spp, MorganellB morganii, Providcncia spp. Hafnia alvei 
5 Une etude realisee en 1993 a montre que pres de 400 souches d'£ coU OIS7 

EHEC, toutes cultivaient sur le milieu CT-SMAC, permettant la mise en 
evidence des colonies sorbitol-negatif. 

— CR-SMAC : milieu derive du SMAC, contenant du cefixime et du rhamnose, 
pour la mise en evidence des colonies sorbitol-negatif, rhamnose- 

10 negatif. 

— SMAC + MUG (4-methylhumbelliferyl-p-D-glucuronide), pour la mise en 
evidence des colonies sorbitol-negatif, p-glucuronidase-negatif. 

SMAC + BCIG (5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-D-^glucuronide), pour la mise 
en evidence des colonies sorbitol-negatif, p-glucuronidase-negatif, 
15 — Gelose Ruorocult £ coU OI57 : H7 : milieu contenant du sorbitol, du MUG et 
du thiosulfaie de sodium, pour la mise en evidence des colonies sorbitol- 
negatif, MUG-negatif et H2S negatif. 

Les varianies du milieu SMAC, milieu peu selectif au depart, ont ete 
realisees par addition d'inhibiteurs, contribuant a augmenter la sensibilite 
20 d'isolement d'£ co7/0157 par elimination des flores associees. 

Toutefois, les techniques de detection aciuelles presentent des 
inconvenients majeurs, tant du point de vue de la sensibilite que de la 
specificite, £ co//0157 etant present en faible quantite dans les echantillons 
alimentaires, par rapport aux autres germes presents, et aux autres especes 
25 telies que £ hermanii ayant les memes phenotypes sur les milieux actuels. 

La presente invention apporte une solution a ce probleme 
puisqu'il permet une selectivite et une specificite amelioree par rapport aux 
milieux de Tetat de la technique, puisque {'addition dans un milieu incolore 
de chromogene detectant Tenzvme a-galactosidase permet de reperer 
30 rapidement et aisement les souches de serogroupe 0157 et souvent celles de 
serogroupe Oil. Nous obienons des colorations bien concentrees, dont la 
couleur depend de la partie chromophore du chromogene choisi, localisees au 
niveau des colonies et qui permetteni un reperage aise. 

La presente invention concerne done un nouvcau milieu de 
35 culture pour la mise en evidence des bacteries £ coli enterohemorragiques, 
en particulier des serotypes 0157 et/ou Ol 1, lequel comprend, outre un milieu 
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de culture pour £ co//, un compose chromogenc substrat de I'enzyme a- 
gaJactosidase, 

Pour augmenter la selectivite, nous pouvons ajouter un compose 
chromogene substrat de la p-glucosidase qui permet d'eliminer en particulier 
un grand nombre de bacteries coliformes. 

Pour augmenter la selectivite, nous pouvons ajouter un compose 
chromogene substrat de la p-glucuronidase qui permet d'eliminer en 
particulier la plupart des £ coli des serogroupes autres que 0157 et Ol 1. 

D'une maniere avantageuse, le compose chromogene substrat de 
Tenzyme a-galactosidase est choisi parmi les derives de Tindoxyle-a- 
galactoside, dont le chromophore est choisi parmi les radicaux indoxyle 
substitues ou non. 

De preference, le compose chromogene substrat de la p-glucosidase 
est choisi parmi les derives de Tindoxyle-p-glucoside, dont le chromophore 
est choisi parmi les radicaux indoxyle substitues ou non. 

Le compose chromogene substrat de la p-glucuronidase est de 
preference choisi parmi les derives de Tindoxyle-p- glucuronide, dont le 
chromophore est choisi parmi les radicaux indoxyle substitues ou non. 

Par indoxyle substitue ou non, on entend les radicaux indoxyle et 
indoxyle substitue par un ou plusieurs radicaux alkyles ou halogenes. U s'agit 
plus particulierement des radicaux indoxyle alkyles. halogenes, di-halogenes 
ou tri-halogenes, de preference choisis parmi les radicaux bromo-indoxyle, 
chloro-indoxyle, dichloro-indoxyle, chloro-bromo-indoxyle, tri-chloro- 
indoxyle et methyl-indoxyle, 

D'une maniere avantageuse, les composes chromophores indoxyles 
sont choisis parmi les radicaux 3-indoxyle, 6-chloro-indoxyle. 5-bromo- 
indoxyle, 3-bromo-indoxyle, 4.6-dichloro-indoxyle, G.T-dichloro-indox-yle. 5- 
bromo-4-chIoro-indoxyle, 5 -bromo-6-chloro- indoxyle ou 4,6,7-trichloro- 
indoxyle. 

D'une maniere preferentielle, le compose chromogene substrat de 
I'enzyme a-galactosidase est choisi parmi les composes suivants : 

5- bromo-6-chloro-3-indoxyl-a-galacioside, et 

6- chloro-3-indoxyl-a-galactoside. 

Pour les composes chromogenes substrats des enzymes p- 
glucosidase et/ou p-glucuronidase, le chromophore est de preference choisi 
parmi les radicaux suivants : 
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5-bromo-4-chIoro-3-indox>ie, 
5-bromo-3-indox\ le, et 
3-indoxyle. 

D'une maniere avaniageusc. le milieu scion rinvcntion comprend 
entre 0.01 ei 0,2 g/1 de chromogene subsirat de 1 a-galactosidase, de 
preference environ 0,05 g/1- 

Le cas echeant, la concentration des composes chromogenes 
substrats de la p-glucosidase et/ou p-glucuronidase est egalement comprise 
entre 0,01 et 0,2 g/1, de preference environ 0,05 g/1. 

D'autres caracteristiques des milieux selon I 'invent ion 
apparaitront a la lumiere des exemples ci-dessous. 
Exemple 1 : 

Formulation CHROMagar Ol 57 en g/l 

agar 15 
peptone 5 
extrait de levure 2 
exirait de viande 1 
NaCl 5 
5-bromo-6-chloro-3-indoxvi-o-galactoside 0.05 
5-bromo-4-chloro-3-indoxv 1-p-glucoside 0,05 
5-bromo-4-chloro*3-indoxyl-p-glucuronide 0,05 
desoxycholate 0,5 
Exemole 2 : Colorations obtenues par differentes souches 

On inocule le milieu de culture avec differentes souches de 
bacieries, puis on laisse incuber 24 heures. 

Mac Conke\' Sorbitol CHROMagar 0157 

Coliformes rouge bleu 

E co/j typique rouge bleu 

£co//0157 incolore violet 

£ hermanii incolore incolore 

HafniB alvei incolore incolore 

Proteus mirabilis incolore incolore 
Pseudomonas incolore incolore 

On trouve meme des souches de £ coli 0157 qui sont pourtant SLT+ 
(Shigella Like Toxine positives) avec le caractere sorbitol positif et qui sont 
detectees par le milieu de Tinvention, tandis qu^elles sont faussement 
negatives, rouges sur milieu Mac Conkey sorbitol, et done manquees, Le 
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milieu de Tinveniion apporie done non seulement un avantage de specificite 
(elimination de faux positifs) mais apporte un avantage de sensibilite 
(detection de souches faussemcni negatives sur milieu Mac Conkey sorbitol) 
ce qui est tres important. 

De plus, le milieu de Tinventon donne un bon rendement de 
croissance car, sauf de maniere elective pour inhiber les bacteries gram 
positives, le milieu n'est pas fonde principalement sur un principe de 
croissance selective. 

La presente invention concerne egalement un procece de mise en 
evidence de £ coli enierohemorragiques dans un prelevement, dans lequel 
on inocule le milieu de culture selon Tinveniion avec le prelevement ou un 
inoculum dudit prelevement, puis on detecte le cas echeant la presence de £ 
coll enterohemorragiques. 

Dans le domaine de la microbiologie alimentaire, on recherche par 
exemple a demontrer qu'il y a moins de dix bacteries £ coli Ol57:H7 dans un 
aliment. On emploie une methode de croissance microbienne puis 
eventuellement une methode d'enrichissement par immunocapture IMS 
avant etalement, a I'aide d'anticorps accroches sur des billes, Cependant, cet 
enrichissement n'elimine pas plusieurs bacteries qui donnent des faux 
positifs sur les milieux de Tart anterieur. L'utilisation du milieu selon 
I'invention apporte done un avantage crucial meme si Ton utilise cette 
methode IMS d'enrichissement par immunocapture. 
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REVENDICATIONS 

1/ Milieu de culture pour la mise en evidence des bacteries £ coli 
enterohemorragiques, en particulier des serotypes 0157 ei/ou Oil, 
5 caracterise en ce qu'il comprend, outre un milieu de culture pour £ coli, un 
compose chromogene subsirat de I'enzyme a-galactosidase, 

2/ Milieu de culture selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le compose chromogene substrat de I'enzyme a-galactosidase est choisi 
parmi les derives de Tindoxyl-a-galactoside, dont le chromophore est choisi 
10 parmi les radicaux indoxyle subsiiiues ou non. 

3/ Milieu de culture selon la revendication 2, caracterise en ce 
que le chromophore du compose chromogene subsirat de I'enzyme a- 
galactosidase est choisi parmi les radicaux suivants : 

5-bromo-6-chloro-3-indoxyl-a-galactoside, et 
15 6-chloro-3-indoxyl-a-galactoside. 

4/ Milieu de culture selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'il comprend un compose chromogene substrat de la p- 
glucosidase, et/ou un compose chromogene substrat de la p-glucuronidase. 

5/ Milieu de culture selon la revendication 4, caracterise en ce 
20 que le compose chromogene substrat de la p-glucosidase est choisi parmi les 
derives de Tindoxyle-p-glucoside, et/ou le compose chromogene substrat de la 
p-glucuronidase est choisi parmi les derives de Tindoxyie-p-glucuronide, dont 
le chromophore est choisi parmi les radicaux indoxyle substitues ou non. 

6/ Milieu de culture selon la revendication 5, caracterise en ce 
25 que le chromophore du compose chromogene subsirat de I'enzyme p- 
glucosidase et/ou du compose chromogene substrat de I'enzyme p- 
glucuronidase est choisi panmi les radicaux suivants : 

5-bromo-4-chloro-3-indox-\ie, 

5-bromo-3-indoxyIe, et 
30 3-indoxyle. 

7/ Milieu de culture selon Tune des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que la concentration du compose chromogene substrat de 
I'a-galactosidase est comprise entre 0,01 ei 0,2 g/1, de preference environ 
0,05 g/L 

35 8/ Milieu de culture selon Tune des revendications I a 7, 

caracterise en ce que la concentration des composes chromogenes substrats 
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de la p-glucosidase ei/ou de la p-glucuronidase est comprise entre 0,01 et 
0,2 g/1, de preference 0,05 g/1. 

9/ Precede de mise cn evidence de £ coli enterohemorragiques 
dans un prelevement, caracterise en ce que Ton inocule le milieu de culture 
selon Tune des revendications I a 8, avec le prelevement ou en inoculum 
provenant dudit prelevement et en ce que Ton detccie le cas echcant la 
presence de £ coli enterohemorragiques. 

10/ Precede selon la revendication 9, caracterise en ce que Ton 
emploie au prealable une methode de croissance microbienne du 
prelevement, puis eventuellement une methode d'enrichissement par 
immunocapiure IMS, avant d'inoculer le milieu de culture. 
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